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Beschrelbung 

[0001] Die Erfindung betrifft Verfahren zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens in einer Zelle in 
vitro. Sie betrifft ferner ein Medikament und eine Verwendung doppelstrangiger Oligoribonukleotide. 

5 [0002] Ein soiches Verfahren ist aus der nachveroffentlichten WO 99/32619 bekannt. Das bekannte Verfahren zielt 
auf die Hemmung der Expression von Genen in Zellen von Invertebraten ab. Dazu ist es erforderiich, dali das dop- 
pelstrangige Oligoribonukleotid eine zum Zielgen identische Sequenz mit einer Lange von mindestens 50 Basen auf- 
weist. Zur Erzielung einer effizienten Hemmung ist eine Lange der identischen Sequenz von 300 bis 1000 Basenpaare 
erforderiich. Der Herstellungsaufwand eines solchen Oligoribonukleotids ist hoch. 

10 [0003] Aus der WO 99/53050 ist ein Verfahren zur Hemmung der phanotypischen Expression einer Nukleinsaure in 
einer eukaryotischen Zelle bekannt. In die eukaryotische Zelle kann ein chimeres RNA-Molekul eingefiihrt werden. 
Eine doppelstrangige RNA (dsRNA) wird entweder in Zellen durch Transkription von in die Zellen eingefuhrten chimeren 
DNA-Molekulen gebildet Oder als einzelstrangige RNA mit Haarnadelschleifenstruktur in die Zellen eingefuhrt. 
[0004] Die WO 99/1 5682 betrifft ein Verfahren zur Hemmung der Expression einer Zielnukleotidsequenz in einer 

15 Pflanze. Dazu wird in das Zytoplasma einer Zelle ein aus DNA oder RNA bestehendes einzelstrangiges oder doppel- 
strangiges Nukleinsaurekonstrukt eingefuhrt. Das Nukleinsaurekonstrukt kodiert fur eine Sequenz, die identisch ist mit 
der Zielnukleotidsequenz oder dem dazu komplementaren Strang. Die Zielnukleotidsequenz ist dabei in einem ersten 
Teil der Pflanze vorhanden, wahrend das Nukleinsaurekonstrukt in das Zytoplasma einer Zelle in einem zweiten Teil 
der Pflanze eingefuhrt wird. 

20 [0005] GemaR Fire, A. t "RNA-triggered gene silencing", TIG September 1999, Vol. 15, Nr. 9, Seiten 358 bis 363 ist 
es unwahrscheinlich, dass die einfachen fur Nichtwirbeltier- und Pflanzensysteme verwendeten Protokolle in Sauger- 
zellen wirksam sind. Saugetiere zeigen eine heftige Reaktion auf dsRNA. Eine Komponente dieser Reaktion ist Pro- 
teinkinase (PKR). Jede genspezifische dsRNA-Antwort musste in Saugern im Schatten der PKRinduzierten Gesamt- 
antwort oder in Zellen oder unter Bedingungen stattfinden, bei denen PKR weniger wirksam ist. Zur Umgehung einer 

25 Beeintrachtigung durch das PKR-System werden chemische Modifikationen an der dsRNA vorgeschlagen, die noch 
eine Wirkung der dsRNA bei der genspezifischen Interferenz ermoglichen, ohne die PKR-Antwort auszulosen. 
[0006] Die durch die Aktivierung von PKR durch dsRNA ausgeldsten zellularen Mechanismen sind z.B. aus Clemens, 
J. A., PKR-A Protein Kinase Regulated by Double-stranded RNA, Int. J. Biochem. Cell Biol. (1997) Band 29, Nr. 7, 
Seiten 945-949 bekannt/ 

30 [0007] Die WO 92/19732 offenbart ein Antisinn-Agens mit topologisch geschlossener einzelstrangiger Struktur. In- 
nerhalb dieser Struktur kann es einen selbstkomplementaren doppelstrangigen Bereich geben. Dieser Bereich kann 
durch eine Wechselwirkung mit Proteinen wirken, welche eine Affinitat fiir diesen Bereich aufweisen. 
[0008] Die WO 98/05770 offenbart eine einzelstrangige Antisinn-RNA mit einer Haarnadelschleifenstruktur. 
[0009] Die DE 196 31 919 C2 beschreibt eine Anti-Sinn-RNA mit besonderen Sekundarstrukturen, wobei die Anti- 

35 Sinn-RNA in Form eines sie kodierenden Vektors vortiegt. Bei der Anti-Sinn-RNA handelt es sich urn ein RNA-Molekul, 
das komplementarzu Bereichen dermRNA ist. Durch Bindung an diese Bereiche wird eine Hemmung der Genexpres- 
sion bewirkt. Diese Hemmung kann insbesondere zur Diagnose und/oder Therapie von Erkrankungen, z.B. Tumorer- 
krankungen oder viralen Infektionen, eingesetzt werden. - Die Anti-Sinn-RNA mufi nachteiligerweise in einer Menge 
in die Zelle eingebracht werden, die mindestens genauso groft wie die Menge der mRNA ist. Die Wirksamkeit der 

40 bekannten Anti-Sinn-Verfahren ist nicht besonders hoch. 

[0010] Aus der US 5,712,257 ist ein Medikament bekannt, das fehlgepaarte doppelstrangige RNA (dsRNA) und 
biologisch aktive fehlgepaarte Bruchstucke von dsRNA in Form eines ternaren Komplexes mit einem oberflachenak- 
tiven Mittel enthalt. Die dabei verwendete dsRNA besteht aus synthetisch hergestellten Nukleinsaureeinzelstrangen 
ohne definierte Basensequenz. Die Einzelstrange gehen nicht-regulare, sogenannte "Nicht-Watson-Crick"-Basenpaa- 

45 rungen miteinander ein, so daft fehlgepaarte Doppelstrange gebildet werden. Die bekannte dsRNA dient zur Hemmung 
der Vermehrung von Retroviren, wie HIV. Die Vermehrung des Virus kann gehemmt werden, wenn nicht-sequenzspe- 
zifische dsRNA in die Zellen eingebracht wird. Es kommt dabei zu einer Induktion von Interferon, wodurch die Virus- 
vermehrung gehemmt werden soil. Der hemmende Effekt bzw. die Wirksamkeit dieses Verfahrens ist gering. 
[001 1] Aus Fire, A. et.al, NATURE, Vol. 391 , pp. 806 ist es bekannt, daft dsRNA, deren einer Strang abschnittsweise 

50 komplementar zu einem zu hemmenden Gen eines Fadenwurms ist, die Expression dieses Gens mit einer hohen 
Wirksamkeit hemmt. Es wird die Auffassung vertreten, daft die besondere Wirksamkeit der verwendeten dsRNA in 
Zellen des Fadenwurms nicht auf dem Anti-Sinn-Prinzip beruht, sondern moglicherweise auf katalytische Eigenschaf- 
ten der dsRNA bzw. durch sie induzierte Enzyme zuruckzufuhren ist. - Uber die Wirksamkeit spezifischer dsRNA in 
bezug auf die Hemmung der Genexpression, insbesondere in Saugerzellen und humanen Zellen, ist in diesem Artikel 

55 nichts ausgesagt. 

[0012] Aufgabe der vortiegenden Erfindung ist es, die Nachteile nach dem Stand der Technik zu beseitigen. Es soil 
insbesondere ein moglichst effizientes Verfahren, Medikament bzw. eine moglichst effiziente Verwendung zur Herstel- 
lung eines Medikaments angegeben werden, mit dem/der eine besonders wirksame Hemmung der Expression eines 
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vorgegebenen Zielgens bewirkbar ist. 

[0013] Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1, 28 und 56 gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen 
ergeben sich aus den Anspruchen 2 bis 27, 29 bis 55 und 57 bis 84. 

[0014] Erfindungsgemaft ist zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens in einer Saugerzelle in vitro 
5 vorgesehen, ein 15 bis 49 Basenpaare aufweisendes Oligoribonukleotid mit doppelstrangiger Struktur (dsRNA) in die 
Saugerzelle einzufuhren, wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen zumindest abschnittsweise komplementaren 
hochstens 49 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweisenden Bereich I aufweist und ein innerhalb der doppelst- 
rangigen Struktur kom pi em entarer Bereich il aus zwei separaten RNA-Einzelstrangen gebildet wird. Das Oligoribonu- 
kleotid weist zumindest abschnittsweise eine definierte Nukleotidsequenz auf. Der definierte Abschnitt kann auf den 
10 komplementaren Bereich I beschrankt sein. Es kann aber auch sein, dad das doppelstrangige Oligoribonukleotid ins- 
gesamt eine definierte Nukleotidsequenz aufweist. Die dsRNA kann langer als der zum Zielgen kompiementare Bereich 
I sein. Der kompiementare Bereich I kann endstandig angeordnet Oder in die dsRNA eingeschaltet sein. Eine solche 
dsRNA kann synthetisch bzw. enzymatisch mit gangigen Verfahren hergestellt werden. 

[0015] Es hat sich uberraschenderweise gezeigt, daft bereits bei einer Lange des komplementaren Breichs I von 
15 hochstens 49 Basenpaaren eine wirksame Hemmung der Expression des Zielgens erreicht werden kann. Entspre- 
chende Oligoribonukleotide konnen mit geringerem Herstellungsaufwand bereitgestellt werden. 
[001 6] Insbesondere dsRNA mit einer Lange von mehr als 50 Nukleotidpaaren induziert in Saugerzellen und huma- 
nen Zellen bestimmte zellulare Mechanismen, z.B. die dsRNA-abhangige Proteinkinase oder das 2-5A-System. Das 
fuhrt zum Verschwinden des durch die eine definierte Sequenz aufweisende dsRNA vermittelten Interferenzeffektes. 
20 Dadurch wird die Proteinbiosynthese in der Zelle blockiert. Insbesondere dieser Nachteil wird durch die vorliegende 
Erfindung beseitigt. 

[0017] Weiterhin ist die Aufnahme von dsRNA mit kurzer Kettenlange in die Zelle bzw. in den Zellkern gegenuber 
langerkettigen dsRNAs deutlich erleichtert. 

[0018] Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, daft die dsRNA verpackt in micellare Strukturen, vorzugsweise in Lipo- 
25 somen, vorliegt. Die dsRNA kann gleichfalls in virale naturliche Kapside Oder in auf chemischem oder enzymatischem 
Weg hergestellte kunstliche Kapside oderdavon abgelettete Strukturen eingeschlossen sein. - Die vorgenannten Merk- 
male ermoglichen ein Einschleusen der dsRNA in vorgegebene Zielzellen. 

[0019] Das zu hemmende Gen wird zweckmaftigerweise in eukaryontischen Zellen exprimiert. Das Zielgen kann 
ausgewahlt sein aus: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. Es kann auch in pathogenen 
30 Organismen, vorzugsweise in Plasmodien, exprimiert werden. Es kann Bestandteil eines, vorzugsweise humanpatho- 
genen, Virus oder Viroids sein. - Das vorgeschlagene Verfahren ermoglicht die Herstellung von Mitteln zur Therapie 
genetisch gesteuerter Krankheiten, z.B. Krebs, viraler Erkrankungen oder Morbus Alzheimer. 

[0020] Das Virus oder Viroid kann auch ein tier- oder planzenpathogenes Virus oder Viroid sein. In diesem Fall 
erlaubt das erfindungsgemafte Verfahren auch die Bereitstellung von Mitteln zur Behandlung von Tier- oder Pflanzen- 
35 krankheiten. 

[0021] Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal ist die dsRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet. Die 
Enden der dsRNA konnen modifiziert werden, um einem Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrange 
entgegenzuwirken. Eine Dissoziation tritt insbesondere bei Verwendung niedriger Konzentrationen oder kurzer Ket- 
tenlangen auf. Zur besonders wirksamen Hemmung der Dissoziation kann der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zu- 
sammenhalt des komplementaren Bereichs II durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische Verknup- 
fung/en erhoht werden. - Eine erfindungsgemafte dsRNA, deren Dissoziation vermindert ist, weist eine hohere Stabilitat 
gegen enzymatischen und chemischen Abbau in der Zelle bzw. im Organismus auf. 

[0022] Die chemische Verknupfung wird zweckmaftigerweise durch eine kovalente oder ionische Bindung, eine Was- 
serstoffbrtickenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der-Waalsoder Stapelungswechselwtr- 

45 kungen, oder durch Metall-tonenkoordination gebildet. Sie kann nach einem besonders vorteilhaften Ausgestaltungs- 
merkmal an mindestens einem, vorzugsweise an beiden, Ende/n des komplementaren Bereichs II hergestellt werden. 
[0023] Es hat sich weiter als vorteilhaft erwiesen, daft die chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer Ver- 
bindungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphinicooxy-1,3-propan- 
diol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. Die chemische Verknupfung kann auch durch in den komplementaren 

50 Bereichen il ansteile von Purinen benutzte Purinanaloga gebildet werden. Von Vorteil ist es femer, daft die chemische 
Verknupfung durch in den komplementaren Bereichen II eingefuhrte Azabenzoleinheiten gebildet wird. Sie kann au- 
fterdem durch in den komplementaren Bereichen II ansteile von Nukleotiden benutzte verzweigte Nukleotidanaloga 
gebildet werden. 

[0024] Es hat sich als zweckmaftig erwiesen, daft zur Herstellung der chemischen Verknupfung mindestens eine 
55 der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis-(2-chlorethyl)-amin; N- 
acetyl-N'-(p-9lyoxylbenzoyl>-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. Femer kann die chemische Verknupfung durch an den 
Enden des doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet werden. Vorzugsweise wird die 
chemische Verknupfung an den Enden des doppelstrangigen Bereichs durch Tripelhelix-Bindungen hergestellt. 
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[0025] Die chemische Verknupfung kann zweckmaftigerweise durch ultraviolettes Licht induziert werden. 
[0026] Die Nukleotide der dsRNA konnen modifiziert sein. Dies wirkt einer Aktivierung einer von doppelstrangiger 
RNAabhangigen Proteinkinase, PKR, in der Zelle entgegen. Vorteilhafterweise ist mindestens eine 2'-Hydroxylgruppe 
der Nukleotide der dsRNA in dem komplementaren Bereich II durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2- 

5 Amino- oder eine 2-Methylgruppe, ersetzt. Mindestens ein Nukleotid in mindestens einem Strang des komplementaren 
Bereichs II kann auch ein sogenanntes "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2-0, 4-C-Methylen- 
brucke, chemisch modifizierten Zuckerring sein. Vorteilhafterweise sind mehrere Nukleotide "locked nucleotides". 
[0027] Nach einer weiteren besonders vorteilhaften Ausgestaltung ist vorgesehen, daft die dsRNA an mindestens 
ein von einem Virus stammendes, davon abgeleitetes Oder ein synthetisch hergestelltes virales Hullprotein gebunden, 

10 damit assoziiert oder davon umgeben wird. Das Hullprotein kann vom Polyomavirus abgeleitet sein. Es kann das 
Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1 ) und/oder das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalten. Die Verwendung 
derartiger Hullproteine istz.B. aus der DE 196 18 797 A1 bekannt, deren Offenbarungsgehalt hiermit einbezogen wird. 
- Die vorgenannten Merkmale erleichtert wesentlich das Einfuhren der dsRNA in die Zelle. 

[0028] Vorzugsweise ist bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem Hullprotein die eine Seite 
15 zum Inneren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt. Das gebildete Konstrukt ist besonders stabil. 

[0029] Die dsRNA kann zum primSren oder prozessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar sein. - Die 
Zelle kann eine Vertebrate nzelle oder eine menschliche Zelle sein. 

[0030] Es konnen mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs in die Zelle eingefuhrt werden, wobei ein 
Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise komplementar zu jeweils einem von mindestens zwei verschiedenen 
20 Zielgenen ist. Dadurch ist es moglich gleichzeitig die Expression mindestens zwei verschiedener Zielgene zu hemmen. 
Um die Expression einer von doppelstrangiger RNA abhangigen Proteinkinase, PKR, in der Zelle zu unterdrucken, ist 
eines der Zielgene vorteilhafterweise das PKR-Gen. Dadurch kann die PKR-Aktivitat in der Zelle wirksam unterdruckt 
werden. 

[0031] Nach Maftgabe der Erfindung ist ferner ein Medikament mit mindestens einem 1 5 bis 49 Basenpaare aufwei- 

25 senden Oligoribonukleotid mit doppelstrangiger Struktur (dsRNA) zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen 
Zielgens in Saugerzellen vorgesehen, wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen zumindest abschnittsweise 
komplementaren hochstens 49 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweisenden Bereich I aufweist, und ein inner- 
halb der doppelstrangigen Struktur komplementarer Bereich II aus zwei separaten RNA-Einzelstrangen gebildet ist. - 
Es hat sich uberraschend gezeigt, daft eine solche dsRNA sich als Medikament zur Hemmung der Expression eines 

30 vorgegebenen Gens in Saugerzellen eignet. Die Hemmung wird im Vergleich zur Verwendung einzelstrangiger Oligo- 
ribonukleotide bereits bei Konzentrationen bewirkt, die um mindestens eine Groftenordnung niedriger sind. Das erfin- 
dungsgemafte Medikament ist hoch wirksam. Es sind geringere Nebenwirkungen zu erwarten. Es hat sich uberra- 
schenderweise gezeigt, daft bereits bei einer Lange des komplementaren Bereichs I von hochstens 49 Basenpaaren 
eine effiziente Hemmung der Expression des Zielgens erreicht werden kann. Entsprechende Oligoribonukleotide kon- 

35 nen mit geringerem Herstellungsaufwand bereitgestellt werden. 

[0032] Nach weiterer Maftgabe der Erfindung ist eine Verwendung eines 15 bis 49 Basenpaare aufweisenden Oli- 
goribonukleotids mit doppelstrangiger Struktur (dsRNA) zur Herstellung eines Medikaments zur Hemmung der Ex- 
pression eines vorgegebenen Zielgens in Saugerzellen vorgesehen, wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen 
zumindest abschnittsweise komplementaren hochstens 49 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweisenden Be- 

40 reich I aufweist und ein innerhalb der doppelstrangigen Struktur komplementarer Bereich II aus zwei separaten 
RNA-Einzelstrangen gebildet ist. - Oberraschenderweise eignet sich eine solche dsRNA zur Herstellung eines Medi- 
kaments zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens. Bei einer Verwendung von dsRNA wird die Hem- 
mung im Vergleich zur Verwendung einzelstrangiger Oligoribonukleotide schon bei um eine Groftenordnung geringeren 
Konzentrationen bewirkt. Die erfindungsgemafte Verwendung ermoglicht also die Herstellung besonders wirksamer 

45 Medikamente. 

[0033] Hinsichtlich vorteilhafter Ausgestaltungen des Medikaments und der Verwendung wird auf die Beschreibung 
der vorangegangenen Merkmale verwiesen. 

[0034] Nachfolgend werden anhand der Figuren Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung naher erlautert. Es zeigen: 

50 Fig. 1 die schematische Darstellung eines Plasmids fur die in wfro-Transkription mit T7- und SP6-Polymerase, 

Fig. 2 RNA nach Elektrophorese auf einem 8%igen Polyacrylamidgel und Ethidiumbromidfarbung, 

Fig. 3 eine Darstellung radioaktiver RNA-Transkripte nach Elektrophorese auf einem 8%igen Polyacrylamidgel 

55 mit 7 M Harnstoff mittels eines "Instant Imagers" und 

Fig. 4 a - e Texas-Rot- und YFP-Fluoreszenz in murinen Fibroblasten. 
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Ausfuhrunqsbeispiel 1: 

[0035] Die Inhibition der Transkription wurde durch sequenzhomologe dsRNA in einem in Wfro-Transkriptionssystem 
mit einem Kernextrakt aus humanen HeLa-Zellen nachgewiesen. Die DNA-Matrize fur diesen Versuch war das mittels 
5 BamHI linearisierte Plasmid pCMV1200. 

Herstellung der Matrizenplasmide: 

[0036] Zur Verwendung bei der enzymatischen Synthese der dsRNA wurde das in Fig. 1 dargestellte Plasmid kon- 

10 struiert. Dazu wurde zunSchst eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit der "positive control DNA n des HeLaScribe® 
Nuclear Extract in vitro Transkriptionskits der Firma Promega, Madison, USA als DNA-Matrize durchgefuhrt. Einer der 
verwendeten Primer enthielt die Sequenz einer EcoRI-Schnittstelle und des T7-RNA-Polymerase-Promotors gemafi 
Sequenzprotokoll Nr. 1 . Der andere Primer enthielt die Sequenz einer BamHI-Schnittstelle und des SP6-RNA-Polyme- 
rase-Promotors gemaft Sequenzprotokoll Nr. 2. Dariiber hinaus wiesen beide Primer an ihren 3'-Enden identische 

15 bzw. komplementare Bereiche zur DNA-Matrize auf. Die PCR wurde mittels des Tag PCR Core Kits" der Firma Qiagen, 
Hilden, Deutschland nach Herstellerangaben durchgefuhrt. In einem Volumen von 100 pi wurden 1,5 mM MgCI 2 , je 
200 pM dNTP, je 0,5 uM Primer, 2,5 U Taqr-DNA-Polymerase und etwa 100 ng "positive control DNA" als Matrize in 
PCR-Puffer eingesetzt. Nach der anfanglichen Denaturierung der Matrizen-DNA durch Erhitzen auf 94°C fur 5 Minuten 
erfolgte die Amplifikation in 30 Zyklen von je 60 Sekunden Denaturierung bei 94°C, 60 Sekunden Annealing bei 5°C 

20 unterhalb der berechneten Schmelztemperatur der Primer und 1,5-2 Minuten Polymerisation bei 72°C. Nach einer 
Schlulipolymerisation von 5 Minuten bei 72°C wurden 5 pi des Reaktionsansatzes durch Agarosegelelektrophorese 
analysiert. Die Lange des so amplifizierten DNA-Fragmentes betrug 400 Basenpaare, wobei 340 Basenpaare der 
"positive control DNA" entsprachen. Das PCR-Produkt wurde aufgereinigt, mitEcoRI und BamH\ hydrolysiert und nach 
erneuter Aufreinigung zur Ligation mit einem ebenfalls durch EcoRI und BamHI hydrolysierten pUC18 Vektor einge- 

25 setzt. Es erfolgte Transformation von E. coli XL1-blue. Das erhaltene Plasmid (pCMV5) tragt ein DNA-Fragment, das 
am 5'-Ende von dem T7- und am 3 -Ende von dem SP6-Promotor flankiert wird. Durch Linearisierung des Plasmids 
mit BamH\ kann es in vitro mit der T7-RNA-Polymerase zur run-off-Transkription einer 340 Nukleotide langen, in Se- 
quenzprotokoll Nr. 3 dargestellten, einzelstrangigen RNA eingesetzt werden. Wird das Plasmid mit EcoRI linearisiert, 
kann es zur run-o/f-Transkription mit der SP6-RNA-Polymerase eingesetzt werden, wobei der komplementare Strang 

30 entsteht. Entsprechend dem zuvor dargestellten Verfahren wurde auch eine 23 Nukleotide langere RNA synthetisiert. 
Dazu wurde eine in Sequenzprotokoll Nr. 4 dargestellte DNA uber die EcoRI und BamHI-Schnittstellen mit dem pUC1 8 
Vektor ligiert. 

[0037] Als DNA-Matrize fur die in vitro-Transkription mit HeLa-Kernextrakt wurde das Plasmid pCMV1 200 konstruiert. 
Dazu wurde ein 1191 bp groRes EcoRI/BamHI-Fragment der im HeLaScribe® Nuclear Extract//? vitro Transkriptionskit 
35 enthaltenen Positivkontroll-DNA mittels PCR amplifiziert. Das amplifizierte Fragment umfafit den 828 bp grolien "un- 
mittelbar fruhen" CMV-Promotor und ein 363 bp gro&es transkribierbares DNA-Fragment. Das PCR-Produkt wurde 
uber T-Uberhang"-Ligation mit dem Vektor pGEM-T ligiert. Am 5'-Ende des Fragments ist eine BamHI-Schnittstelle. 
Das Plasmid wurde durch Hydrolyse mit BamHI linearisiert und als Matrize zur run-off-Transkription eingesetzt. 

40 in vitro -Transkription der komplementaren Einzelstrange: 

[0038] pCMV5-Plasmid-DNA wurde mit EcoRI bzw. BamHI linearisiert. Sie wurde als DNA-Matrize fur eine in vitro- 
Transkription der komplementaren RNA-Einzelstrange mit SP6- bzw. T7-RNA-Polymerase verwendet. Dazu wurde 
das "Riboprobe in vitro Transcription" System der Firma Promega, Madison, USA eingesetzt. Nach Herstellerangaben 
45 wurden 2 pg linearisierte Plasmid-DNA in 100 pi Transkriptionspuffer und 40 U T7- Oder SP6-RNA-Polymerase 5-6 
Stunden bei 37°C inkubiert. Anschliefiend wurde die DNA-Matrize durch Zugabe von 2,5 |il RNase-freier DNase RQ1 
und Inkubation fur 30 Minuten bei 37°C abgebaut. Der Transkriptionsansatz wurde mit H 2 0 auf 300 pi aufgefullt und 
durch Phenolextraktion gereinigt. Die RNA wurde durch Zugabe von 1 50 pi 7 M Ammoniumacatat und 1125 Ethanol 
gefallt und bis zur Hybridisierung bei -65°C aufbewahrt. 

50 

Herstellung der RNA-Doppelstrange: 

[0039] Zur Hybridisierung wurden 500 u.l der in Ethanol aufbewahrten und gefallten einzelstrangigen RNA abzentri- 
fugiert. Das resultierende Pellet wurde getrocknet und in 30 pi PIPES-Puffer, pH 6,4 in Gegenwart von 80 % Formamid, 
55 400 mM NaCI und 1 mM EDTA aufgenommen. Jeweils 15 pi der komplementaren Einzelstrange wurden zusammen- 
gegeben und fur 10 Minuten auf 85°C erhitzt. AnschlieBend wurden die Ansatze bei 50°C uber Nacht inkubiert und 
auf Raumtemperatur abgekuhlt. 

[0040] Bei der Hybridisierung wurden nur annahemd aquimolare Mengen der beiden Einzelstrange eingesetzt. Da- 
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durch enthielten die dsRNA-Praparationen einzelstrangige RNA (ssRNA) als Kontaminatiori. Urn diese ssRNA-Konta- 
minationen zu entfernen, wurden die Ansatze nach der Hybridisierung mit den einzelstrangspezifischen Ribonukleasen 
RNase A aus Rinderpankreas und RNase T1 aus Aspergillus oryzae behandelt. RNase A ist eine fur Pyrimidine spe- 
zifische Endoribonuklease. RNase T1 ist eine Endoribonuklease, die bevorzugt auf der 3-Seite von Guanosinen 

5 schneidet. dsRNA ist kein Substrat fur diese Ribonukleasen. Fur die RNase-Behandlung wurde zu den Ansatzen in 
300 u-i Tris, pH 7,4, 300 mM NaCI und 5 mM EDTA 1,2 ul RNaseA in einer Konzentration von 10 mg/ml und 2 ul 
RNaseTI in einer Konzentration von 290 u.g/ml zugegeben. Die Ansatze wurden 1,5 Stunden bei 30°C inkubiert. Da- 
nach wurden die RNasen durch Zugabe von 5 uJ Proteinase K in einer Konzentration von 20 mg/ml sowie 1 0 uJ 20%iges 
SDS und Inkubation fur 30 Minuten bei 37°C denaturiert. Die dsRNA wurde durch Phenol-Extraktion gereinigt und mit 

10 Ethanol gefSlit. Um die Vollstandigkeit des RNase-Verdaus uberprufen zu konnen, wurden zwei Kontrollansatze mit 
ssRNA analog zu den Hybridisierungsansatzen behandelt. 

[0041] Das getrocknete Pellet wurde in 15 uJ TE-Puffer, pH 6,5 aufgenommen und auf einem 8%igen Gel einer 
nativen Polyacrylamidgelelektrophorese unterzogen. Das Acrylamidgel wurde anschliefiend in einer Ethidiumbromid- 
losung gefarbt und in einem Wasserbad gespult. Fig. 2 zeigt die auf einem UV-Transilluminator sichtbar gemachte 

15 RNA. Die auf Spur 1 aufgetragene sense- und die auf Spur 2 aufgetragene antisense-RNA zeigten unter den gewahlten 
Bedingungen ein anderes Laufverhalten als die auf Spur 3 aufgetragene dsRNA des Hybridisierungsansatzes. Die auf 
den Spuren 4 bzw. 5 aufgetragene RNase-behandelte sense- bzw anf/sense-RNA erzeugte keine sichtbare Bande. 
Dies zeigt, dafi die einzelstrangigen RNAs vollstandig abgebaut wurden. Die auf Spur 6 aufgetragene RNase-behan- 
delte dsRNA des Hybridisierungsansatzes ist resistent gegenuber der RNase-Behandlung. Die im nativen Ge! im Ver- 

20 gleich zu der auf Spur 3 aufgetragenen dsRNA schneller wandernde Bande resultiert aus dsRNA, die frei von ssRNA 
ist. Neben der dominierenden Hauptbande treten nach der RNase-Behandlung schwachere, schneller wandernde 
Banden auf. 

in vitro -Transkriptions-Test mit menschlichem Zellkernextrakt: 



[0042] Unter Verwendung des HeLaScribe® Nuclear Extract in vitro Transkriptionskits der Firma Promega, Madison, 
USA wurde die Transkriptionseffizienz des oben angegebenen, im Plasmid pCMV1200 enthaltenen, zur "positive con- 
trol DNA" homologen DNA-Fragments in Gegenwart der sequenzhomologen dsRNA (dsRNA-CMV5) bestimmt. Au- 
Gerdem wurde der Einflufi der nichtsequenzhomologen, dem "Gelb fluoreszierenden Protein" (YFP)-Gen entsprechen- 

30 den dsRNA (dsRNA-YFP) untersucht. Diese dsRNA war analog zur sequenzhomologen dsRNA hergestellt worden. 
Die Sequenz eines Stranges dieser dsRNA ist Sequenzprotokoll Nr. 5 zu entnehmen. Als Matrize fur die run-off-Tran- 
skription diente das Plasmid pCMV1 200. Es tragt den unmittelbar fruhen" Promotor des Cytomegalievirus, der von der 
eukaryotischen RNA-Polym erase II erkannt wird, und ein transkribierbares DNA-Fragment. Die Transkription erfolgte 
mittels des HeLa-Kernextrakts, der alle notwendigen Proteine fur eine Transkription enthalt. Durch Zugabe von [a- 32 P] 

35 rGTP zum Transkriptionsansatz wurde radioaktiv markiertes Transkript erhalten. Das verwendete [a- 32 P]rGTP hatte 
eine spezifische Aktivitat von 400 Ci/mmol, 10 mCi/ml. Pro Ansatz wurden 3 mM MgCI 2 , je 400 jxM rATP, rCTP, rUTP, 
16 U.M rGTP, 0,4 jiM [a- 32 P]rGTP und je nach Versuch 1 fmol linearisierte Plasmid-DNA und verschiedene Mengen 
an dsRNA in Transkriptionspuffer eingesetzt. Jeder Ansatz wurde mit H 2 0 auf ein Volumen von 8,5 u.l aufgefullt. Die 
Ansatze wurden vorsichtig gemischt. Zum Starten der Transkription wurden 4 U He La-Kern extrakt in einem Volumen 

40 von 4 \i\ zugegeben und fur 60 Minuten bei 30°C inkubiert. Die Reaktton wurde durch Zugabe von 87,5 ul auf 30°C 
erwSrmten Stopp-Mix beendet. Zur Entfernung der Proteine wurden die Ansatze mit 1 00 uJ Phenol/Chloroform/lsoa- 
mylalkohol (25:24:1 , v/v/v), gesattigt mit TE-Puffer, pH 5,0, versetzt und 1 Minute kraftig gemischt. Zur Phasentrennung 
wurde etwa 1 Minute bei 1 2000 rpm zentrifugiert und die obere Phase in ein neues ReaktionsgefaR uberfuhrt. Zu jedem 
Ansatz wurden 250 u.l Ethanol zugegeben. Die Ansatze wurden gut gemischt und fur mindestens 15 Minuten auf 

45 Trockeneis/Methanol inkubiert. Zur Prazipitation der RNA wurden die Ansatze 20 Minuten bei 12000 rpm und 4°C 
zentrifugiert. Der Oberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde 15 Minuten im Vakuum getrocknet und in 10 u1 H 2 0 
resuspendiert. Zu jedem Ansatz wurden 10 ul denaturierender Probenpuffer zugegeben. Die Trennung des freien GTP 
vom entstandenen Transkript erfolgte mittels denaturierender Polyacrylamid-Gelelektrophorese auf einem 8%igen Gel 
mit 7 M Harnstoff. Die bei der Transkription mit HeLa-Kernextrakt gebildeten RNA-Transkripte in denaturierendem 

so Probenpuffer wurden fur 10 Minuten auf 90°C erhitzt und 10 uJ davon sofort in die frisch gespulten Probentaschen 
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei 40 mA. Die Menge der bei der Transkription gebildeten radioaktiven ssR- 
NA wurde nach der Elektrophorese mit Hilfe eines Instant Imager analysiert. 

[0043] Fig. 3 zeigt die mittels des Instant Imagers dargestellte radioaktive RNA aus einem reprasentativen Tests. Es 
wurden aus folgenden Transkriptionsansatzen gewonne Proben aufgetragen: 



25 



55 



Spur 1 
Spur 2 



ohne Matrizen-DNA, ohne dsRNA; 
50 ng Matrizen-DNA, ohne dsRNA; 
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(fortgesetzt) 



5 



Spur 
Spur 
Spur 
Spur 
Spur 
Spur 
Spur 
Spur 
Spur 
Spur 



3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 



50 ng Matrizen-DNA, 0,5 ug dsRNA-YFP; 
50 ng Matrizen-DNA, 1,5 ug dsRNA-YFP; 
50 ng Matrizen-DNA, 3 ng dsRNA-YFP; 
50 ng Matrizen-DNA, 5 ng dsRNA-YFP; 
ohne Matrizen-DNA, 1,5 dsRNA-YFP; 



50 ng Matrizen-DNA, ohne dsRNA; 



10 



50 ng Matrizen-DNA, 0,5 ug dsRNA-CMV5; 
50 ng Matrizen-DNA, 1,5 ug dsRNA-CMV5; 
50 ng Matrizen-DNA, 3 ng dsRNA-CMV5; 
50 ng Matrizen-DNA, 5 ug dsRNA-CMV5; 



15 [0044] Es zeigte sich eine deutliche Verringerung der Menge an Transkript in Gegenwart von sequenzhomologer 
dsRNA im Vergleich zum Kontrollansatz ohne dsRNA sowie auch zu den Ansatzen mit nicht-sequenzhomologer dsR- 
NA-YFP. Die Positivkontrolle in Spur 2 zeigt, daft bei der in w'fro-Transkription mit HeLa-Kern extra kt radioaktives Tran- 
skript gebildet wurde. Der Ansatz dient zum Vergleich mit den Transkriptionsansatzen, die in Gegenwart von dsRNA 
inkubiert worden waren. Die Spuren 3 bis 6 zeigen, daft die Zugabe von nicht-sequenzspezifischerdsRNA-YFP keinen 

20 Einfluft auf die Menge des gebildeten Transkripts hat. Die Spuren 9 bis 1 2 zeigen, daft die Zugabe einer zwischen 1 ,5 
und 3 ug liegenden Menge sequenzspezifischer dsRNA-CMV5 zu einer Abnahme der gebildeten Transkript-Menge 
fuhrt. Um auszuschlieften, daft die beobachteten Effekte nicht auf der dsRNA, sondern auf einer moglicherweise bei 
der Herstellung der dsRNA unabsichtlich mitgefuhrten Kontamination beruhen, wurde eine weitere Kontrolle durchge- 
fuhrt. Einzelstrang-RNA wurde wie oben beschrieben transkribiert und anschlieftend der RNase-Behandlung unterzo- 

25 gen. Mittels nativer Polyacrylamidgelelektrophorese konnte gezeigt werden, daft die ssRNA vollstandig abgebaut wor- 
den war. Dieser Ansatz wurde wie die Hybridisierungsansatze einer Phenolextraktion und einer Ethanolfallung unter- 
zogen und anschlieftend in TE-Puffer aufgenommen. Auf diese Weise wurde eine Probe erhalten, die keine RNA 
enthiett, aber mit den gleichen Enzymen und Puffern behandelt worden war wie die dsRNA. Spur 8 zeigt, daft der 
Zusatz dieser Probe keinen Einfluft auf die Transkription hatte. Die Abnahme des Transkripts bei Zugabe sequenz- 

30 spezifischer dsRNA kann deshalb eindeutig der dsRNA selbst zugeschrieben werden. Die Reduzierung der Transkript- 
Menge eines Gens in Gegenwart von dsRNA bei einem menschlichen Transkriptionssystem zeigt eine Hemmung der 
Expression des entsprechenden Gens an. Dieser Effekt ist auf einen neuartigen, durch die dsRNA bedingten Mecha- 
nismus zuruckzufuhren. 

35 Ausfiihrungsbeispiel 2: 

[0045] Als Testsystem fur diese in v/Vo-Experimente diente die murine Fibroblasten-Zellinie NIH3T3, ATCC CRL- 
1 658. Mit Hilfe der Mikroinjektion wurde das YFP-Gen in die Zellkerne eingebracht. Die Expression des YFP wurde 
unter dem Einfluft gleichzeitig mittransfizierter sequenzhomologer dsRNA untersucht. Diese dsRNA-YFP ist uber eine 
40 Lange von 315 bp zum 5'-Bereich des YFP-Gens homolog. Die Nukleotidsequenz eines Strangs der dsRNA-YFP ist 
in Sequenzprotokoll Nr. 5 wiedergegeben. Die Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop erfolgte 3 Stunden nach 
Injektion anhand der grun-gelben Fluoreszenz des gebildeten YFP 

Konstruktion des Matrizenplasmids und Herstellung der dsRNA: 



[0046] Als Matrize fur die Herstellung der YFP-dsRNA mittels T7- und SP6-/V) wYro-Transkription wurde ein Plasmid 
nach dem gleichen Prinzip wie im Ausfuhrungsbeispiel 1 beschrieben konstruiert. Das gewunschte Genfragment wurde 
unter Verwendung des Primers Eco_T7_YFP gemaft Sequenzprotokoll Nr. 6 und Ba/r?_SP6_YFP gemaft Sequenz- 
protokoll Nr. 7 mittels PCR amplifiziert und analog zu der obigen Beschreibung zur Herstellung der dsRNA verwendet. 
50 Die erhaltene dsRNA-YFP ist identisch mit der in Ausfuhrungsbeispiel 1 als nicht-sequenzspezifische Kontrolle ver- 
wendeten dsRNA. 

[0047] Es wurde eine am 3'-Ende der RNA gemaft Sequenzprotokoll Nr. 8 uber eine C18-Linkergruppe chemisch 
mit dem 5'-Ende der komplementaren RNA verknCipfte dsRNA (L-dsRNA) hergestellt. Dazu wurden mit Disulfid-Bruk- 
ken modifizierte Synthone verwendet. Das 3-tenminale Synthon ist uber den 3'-Kohlenstoff mit einer aliphatischen 
55 Linker-Gruppe uber eine Disulfidbriicke an den festen Trager gebunden. Bei dem zum S'-terminalen Synthon des einen 
Oligoribonukleotids komplementaren 5-terminalen Synthon des komplementaren Oligoribonukleotids ist die 5'-Trityl- 
schutzgruppe uber einen weiteren aliphatischen Linker und eine Disulfidbriicke gebunden. Nach Synthese der beiden 
Einzelstrange, Entfemen der Schutzgruppen und Hybrid isierung der komplementaren Oligoribonukleotide gelangen 
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die entstehenden Thiolgruppen in raumliche Nachbarschaft zueinander. Durch Oxidation werden die EinzelstrSnge 
uber ihre aliphatischen Linker und eine Disulfidbrucke miteinander verknupft. Anschliefcend erfolgt Reinigung mit Hilfe 
der HPLC. 

5 Vorbereitung der Zellkulturen: 

[0048] Die Zellen wurden in DMEM mit 4,5 g/l Glucose, 10 % fotalem Rinderserum unter 7,5 % C0 2 -Atmosphare 
bei 37°C in Kuiturschalen inkubiert und vor Erreichen der Konfluenz passagiert. Das Ablosen der Zellen erfolgte mit 
Trypsin/EDTA. Zur Vorbereitung der Mikroinjektion wurden die Zellen in Petrischalen uberfuhrt und bis zu Bildung von 
10 Mikrokolonien weiter inkubiert. 

Mikroinjektion: 

[0049] Die Kuiturschalen wurde zur Mikroinjektion fur ca. 10 Minuten aus dem Inkubator genommen. Es wurde in 
15 ca. 50 Zellkerne pro Ansatz innerhalb eines markierten Bereichs unter Verwendung des Mikroinjektionssystems AIS 
der Firma Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland einzeln injiziert. Anschliefiend wurden die Zellen weitere drei Stunden 
inkubiert. Fur die Mikroinjektion wurden Borosilikat-Glaskapillaren der Firma Hilgenberg GmbH, Malsfeld, Deutschland 
mit einem Spitzendurchmesser unter 0,5 ^m vorbereitet. Die Mikroinjektion wurde mit einem Mikromanipulator der 
Firma Narishige Scientific Instrument Lab., Tokyo, Japan durchgefuhrt. Die Injektionsdauer betrug 0,8 Sekunden, der 
20 Druckca. 100 hPa. Fur die Transfektion wurde das Plasmid pCDNA-YFP verwendet, daseinca. 800 bp grofies Bam HI/ 
EcoRI-Fragment mit dem Gen des YFP im Vektor pcDNA3 enthalt. Die in die Zellkerne injizierten Proben enthielten 
0,01 ug/ul pCDNA-YFP sowie an Dextran-70000 gekoppeltes Texas-Rot in 14 mM NaCI, 3 mM KCI, 10 mM KP0 4 , pH 
7,5. Zusatzlich wurden ca. 1 00 pi RNA mit einer Konzentration von 1 u.M, bzw. 375 jiM im Fall der L-dsRNA, zugegeben. 
[0050] Die Zellen wurden bei Anregung mit Licht der Anregungswellenlange von Texas-Rot, 568 nm, bzw. von YFP, 
25 488 nm, mittels eines Fluoreszenzmikroskops untersucht. Einzelne Zellen wurden mittels einer digitalen Kamera do- 
kumentiert. Die Figuren 4 a - e zeigen das Ergebnis fur NIH3T3-Zellen. Bei den in Fig. 4 a gezeigten Zellen ist sen- 
se-YFP-ssRNA, in Fig. 4 b antfsense-YFP-ssRNA, in Fig. 4 c dsRNA-YFP, in Fig. 4 d keine RNA und in Fig. 4 e L- 
dsRNA injiziert worden. 

[0051] Das jeweils linke Feld zeigt die Fluoreszenz von Zellen, die mit 568 nm angeregt wurden. Rechts ist die 
30 Fluoreszenz derselben Zellen bei Anregung mit 488 nm zu sehen. Die Texas-Rot-Fluoreszenz aller dargestellten Zellen 
zeigt, dali die Injektionslosung erfolgreich in die Zellkerne appliziert wurde und getroffene Zellen nach drei Stunden 
noch lebendig waren. Abgestorbene Zellen zeigten keine Texas-Rot-Fluoreszenz mehr. 

[0052] Die jeweils rechten Felder der Figuren 4 a und 4 b zeigen, dafi die Expression des YFP bei Injektion der 
einzelstrangigen RNA in die Zellkerne nicht sichtbar inhibiert wurde. Das rechte Feld der Fig. 4 c zeigt Zellen, deren 
35 YFP-Fluoreszenz nach Injektion von dsRNA-YFP nicht mehr nachweisbar war. Fig. 4 d zeigt als Kontrolle Zellen, in 
die keine RNA injiziert worden war. Die in Fig. 4 e dargestellte Zelle zeigt durch die Injektion der L-dsRNA, die zum 
YFP-Gen sequenzhomologe Bereiche aufweist, eine nicht mehr nachweisbare YFP-Fluoreszenz. Dieses Ergebnis 
belegt, dafi auch kiirzere dsRNAs zur spezifischen Inhibition der Genexpression bei Saugern verwendet werden kon- 
nen, wenn die Doppelstrange durch chemische Verknupfung der Einzelstrange stabilisiert werden. 

40 

Literatur: 

[0053] Asanuma, H., Ito, T., Yoshida, T., Liang, X. & Komiyama, M. (1999). Photoregulation der Bildung und Disso- 
ziation eines DNA-Duplexes durch c/s-frans-lsomerisierung einer Azobenzoieinheit. Angew. Chem. 111, 2547-2549. 
45 [0054] Azhayeva, E., Azhayev, A., Auriola, S., Tengvall, U., Urtti, A. & Lonnberg, H. (1997). Inhibitory properties of 
double helix forming circular oligonucleotides. Nuci. Acids Res. 25, 4954-4961. 

[0055] Castelli, J., Wood, K.A. & Youle, R.J. (1998). The 2-5A system in viral infection and apoptosis. Biomed. Phar- 
macother. 52, 386-390. 

[0056] Dolinnaya, N.G., Blumenfeld, M., Merenkova, I., Oretskaya, T.S., Krynetskaya, N.F., Ivanovskaya, M.G., Vas- 
50 seur, M. & Shabarova, Z.A. (1993). Oligonucleotide circularization by template-directed chemical ligation. Nuci Acids 
Res. 21, 5403-5407. 

[0057] Expert-Bezancon, A., Milet, M. & Carbon, P. (1983). Precise localization of several covalent RNA-RNA cross- 
link in Escherichia coii 16S RNA. Eur. J. Biochem. 136, 267-274. 

[0058] Fire, A., Xu. S., Montgomery, M.K., Kostas, S.A., Driver, S.E. & Mello, C.C. (1998). Potent and specific genetic 
55 interference by double-stranded RNA in Caenorhabditis elegans. Nature 391, 806-811 . 

[0059] Gao, H., Yang, M., Patel, R. & Cook, A.F. (1 995). Circulaization of oligonucleotides by disulfide bridge forma- 
tion. Nuci. Acids Res. 23, 2025-2029. 

[0060] Gryaznov, S.M. & Letsinger, R.L. (1993). Template controlled coupling and recombination of oligonucleotide 



8 



EP 1 214 945 B1 



blocks containing thiophosphoryl groups. Nucf. Acids Res. 21, 1403-1408. 

[0061] Kaufman, R.J. (1999). Double-stranded RNA-activated protein kinase mediates virus-induced apoptosis: A 
new role for an old actor. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96, 11693-11695. 

[0062] Lipson, S.E. & Hearst, J.E. (1988). Psoralen cross-linking of ribosomal RNA. In Methods in Enzymology An- 
5 onymous pp. 330-341 . 

[0063] Liu, 2.R., Sargueil, B. & Smith, C.W. (1998). Detection of a novel ATP-dependent cross-linked protein at the 
5' splice site-U1 small nuclear RNA duplex by methylene bluemediated photo-cross-linking. Mol. Cell. Biol. 18, 
6910-6920. 

[0064] Micura, R. (1999). Cyclic oligoribonucleotides (RNA) by solidphase synthesis. Chem. Eur. J. 5, 2077-2082. 
10 [0065] Skripkin, E., Ise!, C, Marquet, R. f Ehresmann, B. & Ehresmann, C. (1996). Psoralen crosslinking between 
human immunodeficiency virus type 1 RNA and primer tRNA3 L v s . Nucl. Acids Res. 24, 509-514. 
[0066] Wang, S. & Kool, E.T. (1994). Circular RNA oligonucleotides. Synthesis, nucleic acid binding properties, and 
a comparison with circular DNAs. Nucl. Acids Res. 22, 2326-2333. 

[0067] Wang, Z. & Rana, T.M. (1996). RNA conformation in the Tat-TAR complex determined by site-specific photo- 
15 cross-linking. Biochem. 35, 6491-6499. 

[0068] Watkins, K.P. & Agabian, N. (1991). In vivo UV cross-linking of U snRNAs that paticipate in trypanosome 
transsplicing. Genes & Development 5, 1859-1869. 

[0069] Wengel, J. (1 999). Synthesis of 3-C- and 4-C-branched oligodeoxynucleotides and the development of locked 
nucleic acid (LNA). Acc. Chem. Res. 32, 301-310. 
20 [0070] Zwieb, C, Ross, A., Rinke, J., Meinke, M. & Brimacombe, R. (1978). Evidence for RNA-RNA cross-link for- 
mation in Escherichia coli ribosomes. Nucl. Acids Res. 5, 2705-2720. 

SEQUENZPROTOKOLL 

25 [0071] 
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30 <120> Verfahren und Medikament zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens 

<130> 400968 

<140> 
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<150> 199 03 713.2 
<151> 1999-01-30 

40 <150> 199 56 568.6 

<1 51 > 1999-11-24 

<160>8 

45 <170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211>45 
<212> DNA 
so <213> Kunstiiche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
EcoRI-Schnittstelle, T7-RNA-polymerasepromotor 

55 

<400> 1 
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ggaattctaa tacgactcac tatagggcga tcagafcctct agaag 45 



<210> 2 
<211>50 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: 
BamHI-Schnittstelle, SP6-RNA-Polymerasepromotor 

<400> 2 

gggatccatt taggtgacac tatagaatac ccatgatcgc gtagtcgata 50 

<210>3 
<211>340 
<212> RNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: RNA, die einer Sequenz aus der "positive control DNA" des HeLaS- 
cribe Nuclear Extract in vitro Transkriptionskits der Firma Promega entspricht 

<400> 3 

ucagaucucu agaagcuuua augcgguagu uuaucacagu uaaauugcua acgcagucag 60 
gcaccgugua ugaaaucuaa caaugcgcuc aucgucaucc ucggcaccgu cacccuggau 120 
gcuguaggca uaggcuuggu uaugccggua cugccgggcc ucuugcggga uaucguccau 180 
uccgacagca ucgccaguca cuauggcgug cugcuagcgc uauaugcguu gaugcaauuu 240 
cuaugcgcac ccguucucgg agcacugucc gaccgcuuug gccgccgccc aguccugcuc 300 
gcuucgcuac uuggagccac uaucgacuac gcgaucaugg 340 

<210>4 
<211>363 
<212> DNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: DNA, die einer Sequenz aus der "positive control DNA" des HeLaS- 
cribe Nuclear Extract in vitro Transkriptionskits der Firma Promega entspricht 

<400> 4 

tcagatctct agaagcttta atgcggtagt ttatcacagt taaattgcta acgcagtcag 60 
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gcaccgtgta tgaaatctaa caatgcgctc 
gctgtaggca taggcttggt tatgccggta 
tccgacagca tcgccagtca ctatggcgtg 
ctatgcgcac ccgttctcgg agcactgtcc 
gcttcgctac ttggagccac taecgactac 
ate 



atcgtcatcc tcggcaccgt caccctggat 120 
ctgccgggcc tettgeggga tategtccat 160 
ctgctagcgc tatatgegtt gatgeaattt 240 
gaeegctttg gccgccgccc agfccctgctc 300 
gcgatcatgg cgaccacacc -cgtcctgtgg 360 

363 



<210>5 
<211> 315 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Sequenz aus dem YFP-Gen 
<400> 5 

auggugagca agggegagga gcuguucacc gggguggugc ccauccuggu cgagcuggac 60 
ggcgacguaa acggccacaa guucagcgug uceggegagg gegagggega ugccaccuac 120 
ggcaagcuga cccugaaguu caucugcacc accggcaagc ugcccgugcc cuggcccacc 180 
cucgugacca cccugaccua eggegugcag ugcuttcagcc gcuaocccga ocaeaugaag 240 
cagcacgacu ucuueaague cgccaugccc gaaggcuacg uccaggagcg caccaucuuc 300 
uucaaggacg aegge 315 

<210>6 
<211>52 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: EcoRI-Schnittstelle, T7-RNA-Polymerasepromotor, komplemen- 
tarer Bereich zum YFP-Gen 

<400> 6 



ggaattctaa tacgactcac tatagggega atggtgagca agggegagga gc 52 



<210>7 
<211>53 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung derkunstJichen Sequenz: BamHI-Schnittstelle, SP6-RNA-Po1ymerasepromotor, komplemen- 
tarer Bereich zum YFP-Gen 

<400> 7 
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90gatccatfc taggtgficac tatagaatac gcccrtcg^cc ttgaagaaga tgg 53 

<210> 8 
5 <211>21 

<212> RNA 

<213> Kiinstliche Sequenz 
<220> 

10 <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: RNA, die einer Sequenz aus dem YFP-Gen entspricht 

<400> 8 

15 ucgagcugga cggcgacgua a 21 



20 



30 



35 



45 



50 



Patentanspriiche 



1. Verfahren zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens in einer Saugerzelle in vitro, wobei ein 15 
bis 49 Basenpaare aufweisendes Oligoribonukleotid mit doppelstrangiger Struktur (dsRNA) in die Saugerzelle 
eingefuhrt wird, wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zielgen zumindest abschnittsweise komplementaren hoch- 
stens 49 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweisenden Bereich I aufweist und ein innerhalb der doppelst- 

25 rangigen Struktur komplementarer Bereich II aus zwei separaten RNA-Einzelstrangen gebildet wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die dsRNA 15 bis 21 Basenpaare aufweist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die dsRNA 21 bis 49 Basenpaare aufweist. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die dsRNA 21 Basenpaare aufweist. 



5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die dsRNA in micellare Strukturen, vorzugsweise 
in Liposomen, eingeschlossen wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimiert 
wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das Zielgen ausgewahlt ist aus: Onkogen, Cytokin- 
40 Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei das Zielgen Bestandteil eines Virus Oder Viroids ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 8, wobei das Virus oder Viroid ein tierpathogenes Virus oder Viroid ist. 



1 1 . Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die Enden der dsRNA modifiziert werden, urn einem 
Abbau in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrange entgegenzuwirken. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zusammen- 
halt des komplementaren Bereichs II durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische Verknupfung/ 
en erhoht wird. 

55 13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die chemische Verknupfung durch eine kovalente 
oder ionische Bindung, eine Wasserstoffbruckenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 
Waals- oder Stapelungswechselwirkungen, oder durch Metall-lonenkoordination gebildet wird. 
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14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verkniipfung an mindestens einem, 
vorzugsweise an beiden, Enden des komplementaren Bereichs II hergestellt wird. 

1 5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung mittels einer oder meh- 
rerer Verbindungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphinicooxy- 
1 ,3-propandiol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung durch in den komple- 
mentaren Bereichen II anstelle von Purinen benutzten Purinanaloga gebildet wird. 

17. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung durch in den komple- 
mentaren Bereichen II eingefuhrte Azabenzoleinheiten gebildet wird. 

18. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung durch in den komple- 
15 mentaren Bereichen II anstelle von Nukleotiden benutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet wird. 

19. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei zur Herstellung der chemischen Verknupfung min- 
destenes eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise 
Bis-(2-chlorethyl)-amin; N-acetyl-NXp-glyoxyl-benzoylJ-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

20 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die chemische Verknupfung durch an den Enden 
des doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet wird. 

21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei mindestens eine 2'-Hydroxylgruppe der Nukleotide 
25 der dsRNA in dem komplementaren Bereich II durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2-Amino- oder 

eine 2-Methylgruppe, ersetzt ist. 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei mindestens ein Nukleotid in mindestens einem 
Strang des komplementaren Bereichs II ein "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2-0, 4-C-Me- 

30 thylenbrucke, chemisch modifizierten Zuckerring ist. 

23. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA an mindestens ein von einem Virus 
stammendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales Hullprotein gebunden, damit assoziiert 
oder davon umgeben wird. 

35 

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA zum primaren oder prozessierten 
RNA-Transkript des Zielgens komplementar ist. 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Zelle eine menschliche Zelle ist. 

40 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei mindestens zwei voneinander verschiedene dsR- 
NAs in die Zelle eingefuhrt werden, wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise komplementar zu 
jeweils einem von mindestens zwei verschiedenen Zielgenen ist. 

45 27. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei eines der Zielgene das PKR-Gen ist. 

28. Medikament mit mindestens einem 15 bis 49 Basenpaare aufweisenden Oligoribonukleotid mit doppelstrangiger 
Struktur (dsRNA) zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens in Saugerzellen, wobei ein Strang 
der dsRNA einen zum Zielgen zumindest abschnittsweise komplementaren hochstens 49 aufeinanderfolgende 

50 Nukleotid pa are aufweisenden Bereich I aufweist und ein innerhalb der doppelstrangigen Struktur komplementarer 

Bereich II aus zwei separaten RNA-Einzelstrangen gebildet ist. 

29. Medikament nach Anspruch 28, wobei die dsRNA 15 bis 21 Basenpaare aufweist. 
55 30. Medikament nach Anspruch 28, wobei die dsRNA 21 bis 49 Basenpaare aufweist. 

31. Medikament nach Anspruch 28, wobei die dsRNA 21 Basenpaare aufweist. 
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32. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 31 , wobei die dsRNA verpackt in micellare Strukturen, vorzugsweise 
in Liposomen, voriiegt. 

33. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 32, wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 

5 

34. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 33, wobei das Zielgen ausgewahtt ist aus: Onkogen, Cytokin-Gen, 
Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. 

35. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 34, wobei das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise 
10 in Plasmodien, exprimierbar ist. 

36. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 35, wobei das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

37. Medikament nach Anspruch 36, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist. 

38. Medikament nach Anspruch 36, wobei das Virus oder Viroid ein tierpathogenes Virus oder Viroid ist. 



15 



20 



39. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 38, wobei die Enden der dsRNA modifiziert sind, urn einem Abbau 
in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrange entgegenzuwirken. 

40. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 39, wobei der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
des komplementaren Bereichs II durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische Verknupfung/en 
erhoht ist. 

25 41. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 40, wobei die chemische Verknupfung durch eine kovalente oder 
ionische Bindung, eine Wasserstoffbriickenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 
Waals- oder Stapelungswechselwirkungen, oder durch Metall-lonenkoordination gebildet ist. 

42. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 41 , wobei die chemische Verknupfung an mindestens einem, vor- 
30 zugsweise an beiden, Enden des komplementaren Bereichs II hergestellt ist. 

43. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 42, wobei die chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer 
Verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphinicooxy-1,3-pro- 
pandiol)-und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 

35 

44. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 43, wobei die chemische Verknupfung durch in den komplementaren 
Bereichen II anstelle von Purinen benutzte Purinanaloga gebildet ist. 

45. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 44, wobei die chemische Verknupfung durch in die komplementaren 
40 Bereiche II eingeschaltete Azabenzoleinheiten gebildet ist. 

46. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 45, wobei die chemische Verknupfung durch in den komplementaren 
Bereichen II anstelle von Nukleotiden benutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet ist. 

45 47. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 46, wobei zur Herstellung der chemischen Verknupfung mindeste- 
nes eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis-(2-chlore- 
thyl)-amin; N-acetyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

48. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 47, wobei die chemische Verknupfung durch an den Enden des 
50 doppelstrangigen Bereichs vorgesehene Thiophosphoryl-Gruppen gebildet ist. 

49. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 48, wobei mindestens eine 2 , -Hydroxylgruppe der Nukleotide der 
dsRNA in dem komplementaren Bereich II durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2*-Amino- oder eine 
2'-Methylgruppe, ersetzt ist. 



55 



50. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 49, wobei mindestens ein Nukleotid in mindestens einem Strang 
des komplementaren Bereichs II ein "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2'-0, 4'-C-Methylen- 
brucke, chemisch modifizierten Zuckening ist. 
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51. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 50, wobei die dsRNA an mindestens ein von einem Virus stam- 
mendes, davon abgeleitetes Oder ein synthetisch hergestelltes virales Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder 
davon umgeben ist. 

5 52. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 51 , wobei die dsRNA zum primaren Oder prozessierten RNA-Tran- 
skript des Zielgens komptementar ist. 

53. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 52, wobei die Zelle eine menschliche Zelle ist. 

10 54. Medikament nach einem der Anspruche 28 bis 53, wobei darin mindestens zwei voneinander verschiedene dsR- 
NAs enthalten sind, wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise komplementSr zu jeweils einem 
von mindestens zwei verschiedenen Zielgenen ist. 



15 



25 



30 



35 



40 



55 



55. Medikament nach Anspruch 54, wobei eines der Zielgene das PKR-Gen ist. 



56. Verwendung eines 1 5 bis 49 Basenpaare aufweisenden Oligoribonukleotids mit doppelstrangiger Struktur (dsRNA) 
zur Herstellung eines Medikaments, wobei ein Strang der dsRNA einen zu einem vorgegebenen Zielgen in Sau- 
gerzellen zumindest abschnittsweise komplementaren hochstens 49 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufwei- 
senden Bereich I aufweist und ein innerhalb der doppeistrangigen Struktur komplementarer Bereich II aus zwei 

20 separaten RNA-Einze!strangen gebildet ist. 

57. Verwendung nach Anspruch 56, wobei die dsRNA 15 bis 21 Basenpaare aufweist. 

58. Verwendung nach Anspruch 56, wobei die dsRNA 21 bis 49 Basenpaare aufweist. 

59. Verwendung nach Anspruch 56, wobei die dsRNA 21 Basenpaare aufweist. 



60. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 59, wobei die dsRNA verpackt in micellare Strukturen, vorzugs- 
weise in Liposomen, vorliegt. 

61. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 60, wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 

62. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 61 , wobei das Zielgen ausgewahlt ist aus: Onkogen, Cytokin-Gen, 
Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen, Priongen. 

63. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 62, wobei das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise 
in Plasmodien, exprimierbar ist. 

64. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 63, wobei das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

65. Verwendung nach Anspruch 64, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist. 

66. Verwendung nach Anspruch 64, wobei das Virus oder Viroid ein tierpathogenes Virus oder Viroid ist. 

45 67. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 66, wobei die Enden der dsRNA modifiziert sind, um einem Abbau 
in der Zelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrange entgegenzuwirken. 

68. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 67, wobei der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zusammenhalt 
des komplementaren Bereichs II durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemische Verknupfung/en 

50 erhoht ist. 

69. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 68, wobei die chemische Verkniipfung durch eine kovalente oder 
ionische Bindung, eine Wasserstoffbruckenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 
Waals- oder Stapelungswechselwirkungen, oder durch Metall-lonenkoordination gebildet ist. 



70. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 69, wobei die chemische Verknupfung an mindestens einem, vor- 
zugsweise an beiden, Enden des komplementaren Bereichs II hergestellt ist. 
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71 . Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 70, wobei die chemische Verknupfung mittels einer oder mehrerer 
Verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphinicooxy-1 ,3-pro- 
pandiol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. 

72. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 71 , wobei die chemische Verknupfung durch in den komplemen- 
taren Bereichen II anstelle von Purinen benutzte Purinanaloga gebildet ist. 

73. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 72, wobei die chemische Verknupfung durch in den komplemen- 
taren Bereichen II eingefuhrte Azabenzoleinheiten gebildet ist. 

74. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 73, wobei die chemische Verknupfung durch in den komplemen- 
taren Bereichen II anstelle von Nukleotiden benutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet ist. 

75. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 74, wobei zur Herstellung der chemischen Verknupfung mindeste- 
15 nes eine der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis-(2-chlore- 

thyl)-amin; N-acetyl-N'-fp-glyoxyl-benzoyO-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

76. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 75, wobei die chemische Verknupfung durch an den Enden des 
doppelstrangigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet ist. 

20 

77. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 76, wobei mindestens eine 2-Hydroxylgruppe der Nukleotide der 
dsRNA in dem komplementaren Bereich II durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2-Amino- oder eine 
2-Methylgruppe, ersetzt ist. 

25 78. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 77, wobei mindestens ein Nukleotid in mindestens einem Strang 
des komplementaren Bereichs II ein "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2'-O f 4-C-Methylen- 
brucke, chemisch modifizierten Zuckerring ist. 

79. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 78, wobei die dsRNA an mindestens ein von einem Virus stam- 
30 mendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder 

davon umgeben ist. 

80. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 79, wobei die dsRNA zum primaren oder prozessierten RNA-Tran- 
skript des Zielgens komplementar ist. 



35 



81. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 80, wobei die Zelle eine menschliche Zelle ist. 



82. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 81 , wobei mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs 
verwendet werden, wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise komplementar zu jeweils einem von 

40 mindestens zwei verschiedenen Zielgenen ist. 

83. Verwendung nach Anspruch 82, wobei eines der Zielgene das PKR-Gen ist. 

84. Verwendung nach einem der Anspruche 56 bis 83, wobei das Medikament in die Blutbahn oder das Interstitium 
45 des zu therapierenden Organismus injizierbar ist. 



Claims 

50 1. Method for inhibiting the expression of a given target gene in a mammalian cell in vitro, wherein an oligoribonu- 
cleotide having a double-stranded structure (dsRNA) comprising 15 to 49 base pairs is introduced into the mam- 
malian cell, wherein one strand of the dsRNA has a region I with not more than 49 successive nucleotide pairs 
and which is at least in segments complementary to the target gene, and wherein a complementary region II within 
the double-stranded structure is formed by two separate RNA single strands. 

55 

2. Method according to claim 1 , wherein the dsRNA has 15 to 21 base pairs. 

3. Method according to claim 1, wherein the dsRNA has 21 to 49 base pairs. 
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4. Method according to claim 1 , wherein the dsRNA has 21 base pairs. 

5. Method according to one of the preceding claims, wherein the dsRNA is enclosed within micellar structures, pref- 
erably within liposomes. 

6. Method according to one of the preceding claims, wherein the target gene is expressed in eukaryotic cells. 

7. Method according to one of the preceding claims, wherein the target gene is selected from: oncogene, cytokin 
gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 



8. Method according to one of the preceding claims, wherein the target gene is part of a virus or viroid. 

9. Method according to claim 8, wherein the virus is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

15 10. Method according to claim 8, wherein the virus or viroid is a virus or viroid which is pathogenic for animals. 

11 . Method according to one of the preceding claims, wherein the ends of the dsRNA are modified in order to counteract 
degradation in the cell or dissociation into the single strands. 

20 12. Method according to one of the preceding claims, wherein the cohesion of the complementary region II, which is 
caused by the nucleotide pairs, is increased by at least one, preferably two, further chemical linkage(s). 

13. Method according to one of the preceding claims, wherein the chemical linkage is formed by a covalent or ionic 
bond, a hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably van-der-Waals or stacking interactions, or by metal- 

25 ion coordination. 

14. Method according to one of the preceding claims, wherein the chemical linkage is generated at at least one, pref- 
erably both, ends of the complementary region II. 

30 15. Method according to one of the preceding claims, wherein the chemical linkage is formed by means of one or more 
compound groups, the compound groups preferably being poly(oxyphosphinicooxy-1 ,3-propanediol) and/or poly- 
ethylene glycol chains. 

16. Method according to one of the preceding claims, wherein the chemical linkage is formed by purine analogs used 
35 jn the complementary regions II in place of purines. 

17. Method according to one of the preceding claims, wherein the chemical linkage is formed by azabenzene units 
introduced into the complementary regions II. 

40 18. Method according to one of the preceding claims, wherein the chemical linkage is formed by branched nucleotide 
analogs used in the complementary regions II in place of nucleotides. 

19. Method according to one of the preceding claims, wherein at least one of the following groups is used for generating 
the chemical linkage: methylene blue; bifunctional groups, preferably bis(2-chloroethyl)amine; N-acetyl-N'-(p-gly- 

45 oxyl-benzoyl)cystamine; 4-thiouracil; psoralene. 

20. Method according to one of the preceding claims, wherein the chemical linkage is formed by thiophosphoryl groups 
attached at the ends of the double-stranded region. 

50 21 . Method according to one of the preceding claims, wherein at least one 2*-hydroxyl group of the nucleotides of the 
dsRNA in the complementary region II is replaced by a chemical group, preferably a 2*-amino or a 2 , -methyl group. 

22. Method according to one of the preceding claims, wherein at least one nucleotide in at least one strand of the 
complementary region II is a "locked nucleotide" with a sugar ring which is chemically modified, preferably by a 

55 2'-O f 4'-C-methylene bridge. 

23. Method according to one of the preceding claims, wherein the dsRNA is bound to, associated with or surrounded 
by, at least one viral coat protein which originates from a virus, is derived therefrom or has been prepared synthet- 
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24. Method according to one of the preceding claims, wherein the dsRNA is complementary to the primary or processed 
RNA transcript of the target gene. 

5 

25. Method according to one of the preceding claims, wherein the cell is a human cell. 

26. Method according to one of the preceding claims, wherein at least two dsRNAs which differ from each other are 
introduced into the cell, wherein at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to in each 

10 case one of at least two different target genes. 

27. Method according to one of the preceding claims, wherein one of the target genes is the PKR gene. 

28. Medicament comprising at least one oligoribonucleotide having a double-stranded structure (dsRNA) comprising 
15 15 to 49 base pairs for inhibiting the expression of a given target gene in mammalian cells, wherein one strand of 

the dsRNA has a region I with not more than 49 successive nucleotide pairs and which is at least in segments 
complementary to the target gene, and wherein a complementary region II within the double-stranded structure is 
formed by two separate RNA single strands. 

20 29. Medicament according to claim 28, wherein the dsRNA has 15 to 21 base pairs. 

30. Medicament according to claim 28, wherein the dsRNA has 21 to 49 base pairs. 

31. Medicament according to claim 28, wherein the dsRNA has 21 base pairs. 

25 

32. Medicament according to one of claims 28 to 31, wherein the dsRNA is enclosed within micellar structures, pref- 
erably within liposomes. 

33. Medicament according to one of claims 28 to 32, wherein the target gene can be expressed in eukaryotic cells. 

30 

34. Medicament according to one of claims 28 to 33, wherein the target gene is selected from: oncogene, cytokin 
gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 

35. Medicament according to one of claims 28 to 34, wherein the target gene can be expressed in pathogenic organ- 
35 isms, preferably in plasmodia. 

36. Medicament according to one of claims 28 to 35, wherein the target gene is part of a virus or viroid. 

37. Medicament according to claim 36, wherein the virus is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

38. Medicament according to claim 36, wherein the virus or viroid is a virus or viroid which is pathogenic for animals. 



40 
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39. Medicament according to one of claims 28 to 38, wherein the ends of the dsRNA are modified in order to counteract 
degradation in the cell or dissociation into the single strands. 

40. Medicament according to one of claims 28 to 39, wherein the cohesion of the complementary region II, which is 
caused by the nucleotide pairs, is increased by at least one, preferably two, further chemical linkage(s). 

41. Medicament according to one of claims 28 to 40, wherein the chemical linkage is formed by a covalent or ionic 
50 bond, a hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably van-der-Waals or stacking interactions, or by metal- 
ion coordination. 

42. Medicament according to one of claims 28 to 41 , wherein the chemical linkage is generated at at least one, pref- 
erably both, ends of the complementary region II. 



55 



43. Medicament according to one of claims 28 to 42, wherein the chemical linkage is formed by means of one or more 
compound groups, the compound groups preferably being poly(oxyphosphinicooxy-1,3-propanediol) and/or poly- 
ethylene glycol chains. 
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44. Medicament according to one of claims 28 to 43, wherein the chemical linkage is formed by purine analogs used 
in the complementary regions II in place of purines. 

45. Medicament according to one of claims 28 to 44, wherein the chemical linkage is formed by azabenzene units 
inserted into the complementary regions II. 

46. Medicament according to one of claims 28 to 45, wherein the chemical linkage is formed by branched nucleotide 
analogs used in the complementary regions II in place of nucleotides. 

47. Medicament according to one of claims 28 to 46, wherein at least one of the following groups is used for generating 
the chemical linkage: methylene blue; bifunctional groups, preferably bis(2-chloroethyl)amine; N-acetyl-N'-(p-gly- 
oxyl-benzoyl)cystamine; 4-thiouracil; psoralene. 

48. Medicament according to one of claims 28 to 47, wherein the chemical linkage is formed by thiophosphoryl groups 
provided at the ends of the double-stranded region. 

49. Medicament according to one of claims 28 to 48, wherein at least one 2'-hydroxyl group of the nucleotides of the 
dsRNA in the complementary region II is replaced by a chemical group, preferably a 2-amino or a 2'-methyl group. 

50. Medicament according to one of claims 28 to 49, wherein at least one nucleotide in at least one strand of the 
complementary region II is a "locked nucleotide" with a sugar ring which is chemically modified, preferably by a 
2'-0, 4'-C-methylene bridge. 

51. Medicament according to one of claims 28 to 50, wherein the dsRNA is bound to, associated with or surrounded 
by, at least one viral coat protein which originates from a virus, is derived therefrom or has been prepared synthet- 
ically. 

52. Medicament according to one of claims 28 to 51 , wherein the dsRNA is complementary to the primary or processed 
RNA transcript of the target gene. 

53. Medicament according to one of claims 28 to 52, wherein the cell is a human cell. 

54. Medicament according to one of claims 28 to 53, wherein at least two dsRNAs which differ from each other are 
contained in the medicament, wherein at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to in 
each case one of at least two different target genes. 

55. Medicament according to claim 54, wherein one of the target genes is the PKR gene. 

56. Use of an oligoribonucleotide having a double-stranded structure (dsRNA) comprising 15 to 49 base pairs for the 
preparation of a medicament, wherein one strand of the dsRNA has a region I with not more than 49 successive 
nucleotide pairs and which is at least in segments complementary to a given target gene in mamalian cells, and 
wherein a complementary region II within the double-stranded structure is formed by two separate RNA single 
strands. 

57. Use according to claim 56, wherein the dsRNA has 15 to 21 base pairs. 

58. Use according to claim 56, wherein the dsRNA has 21 to 49 base pairs. 

59. Use according to claim 56, wherein the dsRNA has 21 base pairs. 

60. Use according to one of claims 56 to 59, wherein the dsRNA is enclosed within micellar structures, preferably 
within liposomes. 

61. Use according to one of claims 56 to 60, wherein the target gene can be expressed in eukaryotic cells. 

62. Use according to one of claims 56 to 61, wherein the target gene is selected from: oncogene, cytokin gene, Id- 
protein gene, development gene, prion gene. 
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63. Use according to one of claims 56 to 62, wherein the target gene can be expressed in pathogenic organisms, 
preferably in Plasmodia. 

64. Use according to one of claims 56 to 63, wherein the target gene is part of a virus or viroid. 

5 

65. Use according to claim 64, wherein the virus is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

66. Use according to claim 64, wherein the virus or viroid is a virus or viroid which is pathogenic for animals. 

10 67. Use according to one of claims 56 to 66, wherein the ends of the dsRNA are modified in order to counteract 
degradation in the cell or dissociation into the single strands. 

68. Use according to one of claims 56 to 67, wherein the cohesion of the complementary region II, which is caused 
by the nucleotide pairs, is increased by at least one, preferably two, further chemical linkage(s). 

15 

69. Use according to one of claims 56 to 68, wherein the chemical linkage is formed by a covalent or ionic bond, a 
hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably van-der-Waals or stacking interactions, or by metal-ion co- 
ordination. 

20 70. Use according to one of claims 56 to 69, wherein the chemical linkage is generated at at least one, preferably 
both, ends of the complementary region II. 

71 . Use according to one of claims 56 to 70, wherein the chemical linkage is formed by means of one or more compound 
groups, the compound groups preferably being poly(oxyphosphinicooxy-1 ,3-propanediol) and/or polyethylene gly- 

25 col chains. 

72. Use according to one of claims 56 to 71, wherein the chemical linkage is formed by purine analogs used in the 
complementary regions II in place of purines. 

30 73. Use according to one of claims 56 to 72, wherein the chemical linkage is formed by azabenzene units introduced 
into the complementary regions II. 

74. Use according to one of claims 56 to 73, wherein the chemical linkage is formed by branched nucleotide analogs 
used in the complementary regions II in place of nucleotides. 

35 

75. Use according to one of claims 56 to 74, wherein at least one of the following groups is used for generating the 
chemical linkage: methylene blue; Afunctional groups, preferably bis(2-chloroethyl)amine; N-acetyl-N*-(p-glyoxyl- 
benzoyl)cystamine; 4-thiouracil; psoralene. 

40 76. Use according to one of claims 56 to 75, wherein the chemical linkage is formed by thiophosphoryl groups attached 
to the ends of the double-stranded region. 

77. Use according to one of claims 56 to 76, wherein at least one 2'-hydroxyl group of the nucleotides of the dsRNA 
in the complementary region II is replaced by a chemical group, preferably a 2*-amino or a 2'-methyl group. 

45 

78. Use according to one of claims 56 to 77, wherein at least one nucleotide in at least one strand of the complementary 
region II is a "locked nucleotide" with a sugar ring which is chemically modified, preferably by a 2'-0, 4-C-methylene 
bridge. 

50 79. Use according to one of claims 56 to 78, wherein the dsRNA is bound to, associated with or surrounded by, at 
least one viral coat protein which originates from a virus, is derived therefrom or has been prepared synthetically. 

80. Use according to one of claims 56 to 79, wherein the dsRNA is complementary to the primary or processed RNA 
transcript of the target gene. 
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81. Use according to one of claims 56 to 80, wherein the cell is a human cell. 

82. Use according to one of claims 56 to 81, wherein at least two dsRNAs which differ from each other are used, 



20 



EP 1 214 945 B1 



wherein at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to in each case one of at least two 
different target genes. 

83. Use according to claim 82, wherein one of the target genes is the PKR gene. 

84. Use according to one of claims 56 to 83, wherein the medicament is injectable into the bloodstream or into the 
interstitium of the organism to undergo therapy. 



10 Revendications 

1. Procede d'inhibition de I'expression d'un gene cible donne dans une cellule de mammiferes in vitro, dans lequel 
un oligoribonucleotide d'une structure double brin (ARNdb) presentant 1 5 a 49 paires de base est introduit dans 
la cellule de mammiferes, un brin de I'ARNdb presentant une region I complementaire au moins sur certains seg- 

15 ments du gene cible et qui presente au plus 49 paires de nucleotides successives, et une region II complementaire 

au sein de la structure double brin et formee de deux ARN simple brin separes. 

2. Procede selon la revendication 1, dans lequel I'ARNdb presente 15 a 21 paires de base. 
20 3. Procede selon la revendication 1, dans lequel I'ARNdb presente 21 a 49 paires de base. 

4. Procede selon la revendication 1, dans lequel I'ARNdb presente 21 paires de base. 

5. Procede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel I'ARNdb est incorpore dans des structures mi- 
25 cellaires, de preference dans des liposomes. 

6. Procede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel le gene cible est exprime dans des cellules 
eucaryotes. 

30 7. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel le gene cible est selectionne parmi: oncogene, 
gene de cytokine, gene d'ld-proteine, gene de developpement, gene de prion. 
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8. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel le gene cible est une composante d'un virus ou 
d'un viroTde. 

9. Procede selon la revendication 8, dans lequel le virus est un virus ou un viroide pathogene humain. 

10. Procede selon la revendication 8, dans lequel le virus ou le viroide est un virus ou un viroide pathogene animal. 

40 11. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel les extremites de I'ARNdb sont modifiees pour 
contrer une degradation dans la cellule ou une dissociation en simples brins. 

12. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la cohesion de la region complementaire II oc- 
casionnee par les paires de nucleotides est renforcee par au moins une, de preference deux, autre(s) liaison(s) 

45 chimique(s). 

13. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee par une liaison 
covalente ou ionique, une liaison par pontage d'hydrogene, des interactions hydrophobes, de preference des 
interactions Van der Waals ou d'empilement, ou par une coordination ionique metallique. 

50 

14. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est realisee au niveau d'au 
moins une, de preference au niveau des deux extremites de la region complementaire II. 

15. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee au moyen d'un 
55 ou de plusieurs groupes de liaison, les groupes de liaison etant de preference des chaines poly(oxyphosphinico- 

oxy-1 ,3-propanediol) et/ou polyethyleneglycol. 

16. Procede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee par des analogues 
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de purine utilises a la place de la purine dans la region complementaire II. 

17. Precede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee par des motifs 
azabenzene introduits dans la region complementaire II. 

5 

1 8. Procede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee par des analogues 
nucleotidiques ramifies utilises a la place de nucleotides dans la region complementaire II. 

19. Procede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel on utilise au moins un des groupes suivants 
w pour former la liaison chimique: bleu de methylene; groupes bifonctionnels, de preference une bis-(2-ch!oroethyl) 

amine ; N-acetyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine; 4-thiouracile; psoralene. 

20. Proced6 selon Tune des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee par des groupes 
thiophosphoryle appliques au niveau des extremites de la region double brin. 

15 

21 . Procede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel au moins un groupe 2-hydroxyle des nucleotides 
de I'ARNdb est remplace dans la region complementaire II par un groupe chimique, de preference un groupe 2'- 
amino ou 2-methyle. 

20 22. Procede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel au moins un nucleotide d'au moins un brin de 
la region complementaire II est un "nucleotide ferme" presentant un cycle sucre modifie chimiquement, de prefe- 
rence par un pont 2*-O t 4-C-methylene. 

23. Procede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel I'ARNdb est lie a, associe a ou entoure par au 
25 moins une proteine enveloppe virale provenant d'un virus, derivee de celui-ci ou fabriquee par voie synthetique. 

24. Procede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel I'ARNdb est complementaire du transcript d'ARN 
primaire au traite du gene cible. 

30 25. Procede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel la cellule est une cellule humaine. 

26. Procede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel au moins deux ARNdb differents Tun de I'autre 
sont introduits dans la cellule, un brin de chaque ARNdb etant complementaire au moins sur certaines portions 
ou segments de respectivement un d'au moins deux genes cibles differents. 
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27. Procede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel un des genes cible est le gene PKR. 



28. Medicament comportant au moins un oligoribonucleotide d'une structure double brin (ARNdb) presentant 15 a 49 
paires de base, destine a inhiber I'expression d'un gene cible donne dans des cellules de mammiferes, un brin de 
40 I'ARNdb presentant une region I complementaire au moins sur certains segments du gene cible et qui presente 

au plus 49 paires de nucleotides successives, et une region II complementaire au sein de la structure double brin 
et formee de deux ARN simple brin separes. 



29. Medicament selon la revendication 28, dans lequel I'ARNdb presente 15 a 21 paires de base. 

30. Medicament selon la revendication 28, dans lequel I'ARNdb presente 21 a 49 paires de base. 

31. Medicament selon la revendication 28, dans lequel I'ARNdb presente 21 paires de base. 

50 32. Medicament selon Tune des revendications 28 a 31 , dans lequel I'ARNdb est empaquete dans des structures 
micellaires, de preference des liposomes. 

33. Medicament selon Tune des revendications 28 a 32, dans lequel le gene cible peut etre exprime dans des cellules 
eucaryotes. 



34. Medicament selon Tune des revendications 28 a 33, dans lequel le gene cible est selectionne parmi: oncogene, 
gene de cytokine, gene d'ld-proteine, gene de developpement, gene de prion. 
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35. Medicament selon i'une des revendications 28 a 34, dans lequel le gene cible peut etre exprime dans des orga- 
nismes pathogenes, de preference dans des plasmodies. 

36. Medicament selon Tune des revendications 28 a 35, dans lequel le gene cible est une composante d'un virus ou 
d'un viroide. 

37. Medicament selon la revendication 36, dans lequel le virus est un virus ou un viroide pathogene humain. 

38. Medicament selon la revendication 36, dans lequel le virus ou le viroide est un virus ou un viroide pathogene animal. 

39. Medicament selon Tune des revendications 28 a 38, dans lequel les extremites de I'ARNdb sont modifiees pour 
contrer une degradation dans la cellule ou une dissociation en simples brins. 

40. Medicament selon I'une des revendications 28 a 39, dans lequel la cohesion de la region complementaire II oc- 
15 casionnee par les paires de nucleotides est renforcee par au moins une, de preference deux, autre(s) liaison(s) 

chimique(s). 

41. Medicament selon Tune des revendications 28 a 40, dans lequel la liaison chimique est formee par une liaison 
covalente ou ionique, une liaison par pontage d'hydrogene, des interactions hydrophobes, de preference des 

20 interactions Van der Waals ou d'empilement, ou par une coordination ionique metallique. 

42. Medicament selon Tune des revendications 28 a 41, dans lequel la liaison chimique est realisee au niveau d'au 
moins une, de preference au niveau des deux extremites de la region complementaire II. 

25 43. Medicament selon Tune des revendications 28 a 42, dans lequel la liaison chimique est formee au moyen d'un ou 
de plusieurs groupes de liaison, les groupes de liaison etant de preference des chaines poly-(oxyphosphinico- 
oxy-1 ,3-propanediol) et/ou polyethyleneglycol. 

44. Medicament selon i'une des revendications 28 a 43, dans lequel la liaison chimique est formee par des analogues 
30 de purine utilises a la place de la purine dans la region complementaire II. 

45. Medicament selon i'une des revendications 28 a 44, dans lequel la liaison chimique est formee par des motifs 
azabenzene introduits dans la region complementaire II. 

35 46. Medicament selon Tune des revendications 28 a 45, dans lequel la liaison chimique est formee par des analogues 
nucleotidiques ramifies utilises a la place de nucleotides dans la region complementaire II. 

47. Medicament selon I'une des revendications 28 a 46, dans lequel on utilise au moins un des groupes suivants pour 
former la liaison chimique: bleu de methylene; groupes bifonctionnels, de preference une bis-(2-chloroethyl)amine; 

40 N-acetyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine; 4-thiouracile; psoralene. 

48. Medicament selon I'une des revendications 28 a 47, dans lequel la liaison chimique est formee par des groupes 
thiophosphoryle prevus au niveau des extremites de la region double brin. 

45 49. Medicament selon I'une des revendications 28 a 48, dans lequel au moins un groupe 2'-hydroxyle des nucleotides 
de I'ARNdb est remplace dans la region complementaire II par un groupe chimique, de preference un groupe 2'- 
amino ou 2-methyle. 

50. Medicament selon I'une des revendications 28 a 49, dans lequel au moins un nucleotide d'au moins un brin de la 
50 region complementaire II est un "nucleotide ferme" presentant un cycle sucre modifie chimiquement, de preference 

par un pont 2'-0, 4'-C-methylene. 

51. Medicament selon I'une des revendications 28 a 50, dans lequel I'ARNdb est lie a, associe a ou entoure par au 
moins une proteine enveloppe virale provenant d'un virus, derivee de celui-ci ou fabriquee par voie synthetique. 
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52. Medicament selon I'une des revendications 28 a 51 , dans lequel I'ARNdb est complementaire du transcript d'ARN 
primaire ou traite du gene cible. 
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53. Medicament selon Tune des revendications 28 a 52, dans lequel la cellule est une cellule humaine. 

54. Medicament selon Tune des revendications 28 a 53, dans lequel sont contenus au moins deux ARNdb differents 
Tun de I'autre, un brin de chaque ARNdb etant complementaire au moins sur certaines portions ou segments de 

5 respectivement un d'au moins deux genes cibles differents. 

55. Medicament selon la revendication 54, dans lequel un des genes cible est le gene PKR. 

56. Utilisation d'un oligoribonucleotide d'une structure double brin (ARNdb) presentant 15 a 49 paires de base pour 
10 preparer un medicament, un brin de I'ARNdb presentant une region I complementaire au moins sur certains seg- 
ments d'un gene cible pred6fini dans des cellules de mammiferes et qui presente au plus 49 paires de nucleotides 
successives, et une region II complementaire au sein de la structure double brin et formee de deux ARN simple 
brin separes. 

15 57. Utilisation selon la revendication 56, dans laquelle I'ARNdb presente 15 a 21 paires de base. 

58. Utilisation selon la revendication 56, dans laquelle I'ARNdb presente 21 a 49 paires de base. 

59. Utilisation selon la revendication 56, dans laquelle I'ARNdb presente 21 paires de base. 

20 

60. Utilisation selon Tune des revendications 56 a 59, dans laquelle I'ARNdb est empaquete dans des structures 
micellaires, de preference des liposomes. 

61. Utilisation selon Tune des revendications 56 a 60, dans laquelle le gene cible peut etre exprime dans des cellules 
25 eucaryotes. 

62. Utilisation selon I'une des revendications 56 a 61, dans laquelle le gene cible est selectionne parmi: oncogene, 
gene de cytokine, gene d'ld-proteine, gene de developpement, gene de prion. 

30 63. Utilisation selon I'une des revendications 56 a 62, dans laquelle le gene cible peut etre exprime dans des orga- 
nismes pathogenes, de preference dans des plasmodies. 

64. Utilisation selon I'une des revendications 56 a 63, dans laquelle le gene cible est une composante d'un virus ou 
d'un viroYde. 

35 

65. Utilisation selon la revendication 64, dans laquelle le virus est un virus ou un viroTde pathogene humain. 

66. Utilisation selon la revendication 64, dans laquelle le virus ou le viroTde est un virus ou un viroide pathogene animal. 

40 67. Utilisation selon I'une des revendications 56 a 66, dans laquelle les extremites de I'ARNdb sont modifiees pour 
contrer une degradation dans la cellule ou une dissociation en simples brins. 

68. Utilisation selon I'une des revendications 56 a 67, dans laquelle la cohesion de la region complementaire II occa- 
sionnee par les paires de nucleotides est renforcee par au moins une, de preference deux, autre(s) liaison(s) 

45 chimique(s). 

69. Utilisation selon I'une des revendications 56 a 68, dans laquelle la liaison chimique est formee par une liaison 
covalente ou ionique, une liaison par pontage d'hydrogene, des interactions hydrophobes, de preference des 
interactions Van der Waals ou d'empilement, ou par une coordination ionique metallique. 

50 

70. Utilisation selon I'une des revendications 56 a 69, dans laquelle la liaison chimique est realisee au niveau d'au 
moins une, de preference au niveau des deux, extremites de la region complementaire II. 

71. Utilisation selon I'une des revendications 56 a 70, dans laquelle la liaison chimique est formee au moyen d'un ou 
55 de plusieurs groupes de liaison, les groupes de liaison etant de preference des chatnes poly-(oxyphosphinico- 

oxy-1 ,3-propanediol) et/ou polyethyleneglycol. 

72. Utilisation selon Tune des revendications 56 a 71 , dans laquelle la liaison chimique est formee par des analogues 
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de purine utilises a la place de la purine dans la region complementaire II. 

73. Utilisation selon Tune des revendications 56 a 72, dans laquelle la liaison chimique est formee par des motifs 
azabenzene introduits dans la region complementaire II. 

5 

74. Utilisation selon Tune des revendications 56 a 73, dans laquelle la liaison chimique est formee par des analogues 
nucleotidiques ramifies utilises a la place de nucleotides dans la region complementaire II. 

75. Utilisation selon Tune des revendications 56 a 74, dans laquelle on utilise au moins un des groupes suivants pour 
10 former la liaison chimique: bleu de methylene; groupes bifonctionnels, de preference une bis-(2-chloroethyl)amine; 

N-acetyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine; 4-thiouracile; psoralene. 

76. Utilisation selon Tune des revendications 56 a 75, dans laquelle la liaison chimique est formee par des groupes 
thiophosphoryle appliques au niveau des extremites de la region double brin. 

15 

77. Utilisation selon Tune des revendications 56 a 76, dans laquelle au moins un groupe 2'-hydroxyle des nucleotides 
de I'ARNdb est remplace dans la region complementaire II par un groupe chimique, de preference un groupe 2'- 
amino- ou 2'-methyle. 

20 78. Utilisation selon I'une des revendications 56 a 77, dans laquelle au moins un nucleotide d'au moins un brin de la 
region complementaire II est un "nucleotide ferine" presentant un cycle sucre modifie chimiquement, de preference 
par un pont 2'-0, 4-C-methylene. 

79. Utilisation selon I'une des revendications 56 a 78, dans laquelle I'ARNdb est lie a, associe a ou entoure par au 
25 moins une proteine enveloppe virale provenant d'un virus, derivee de celui-ci ou fabriquee par voie synthetique. 

80. Utilisation selon I'une des revendications 56 a 79, dans laquelle I'ARNdb est complementaire du transcript d'ARN 
primaire ou traite du gene cible. 

30 81. Utilisation selon I'une des revendications 56 a 80, dans laquelle la cellule est une cellule humaine. 

82. Utilisation selon I'une des revendications 56 a 81, dans laquelle au moins deux ARNdb differents Tun de I'autre 
sont utilises, un brin de chaque ARNdb etant complementaire au moins sur certaines portions ou segments de 
respectivement un d'au moins deux genes cibles differents. 
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83. Utilisation selon la revendication 82, dans laquelle un des genes cible est le gene PKR. 

84. Utilisation selon I'une des revendications 56 a 83, dans laquelle le medicament peut etre injecte dans le flux sanguin 
ou dans i'interstitium de I'organisme sur lequel est realisee la therapie. 
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